魚類の腐敗検定法に関する研究〔2〕 : 酵素活性の変化による検定について by 太田, 馨 et al.
一24一 食物学会誌 ・第16号





坂 田 由 紀 子
*
原 田 佳 子
*
和 田 和 子
ま え が き
 著者 らは魚類の腐敗度検定に際 して従来よりあまり                     ユラ
行なわれていない方法について検討を試み,前 報にお
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 市販の新鮮なサバの血合肉をみ じん切 りしてシ ャー
レに入れ32。C恒 温器中にて放置 し,一 ・定時間後その
39を とり,pH 7.4の リン酸塩緩衡液2ccを 加え,
Potter-Elvehjemホ モゲナイザ0に てよく磨砕 し,
脱脂綿でが過 した炉液を酵素液 とした。
                2)
  コ リンエステラーゼ活性の測定法
 Hestri血 比色法により行なった。すなわち,基 質液
0.005Mア セチル コリンブロマイ ド液1ccに 酵素液
1ccを 加え,37。C恒 温槽にて30分 間反応せ しめ,常
法により発色後エルマ式分光光度計N4型 にて 波長
540mμ で,1吸 光度を測定 し,残 存するアセチンコリ





 考  察







 磨砕 さば肉の300C保 存における腐敗度をアンモニ
ア態窒素で検定す ると,6時 間で30mg,%に 達 し,
              3)
この時期が腐敗初期 と認め られ る。本実験においては
6時 間後のコリンエステラーゼ活性は分解率76.01°o





 前項実験 と同様,市 販の新鮮なさばの血合肉をみじ
ん切 りに して320Cの 恒温器中にて放置 し,一 定時間
後その49を 採 り,pH 9.5 NH40H-NH4Cl緩 衝液
4ccを 加え, Potter-Eivehjemホ モゲナイザーにてよ
く磨砕 し,脱 脂綿で湧過 した炉液を酵素液とした。
  アルギナーゼ活性の測定法
      4)
 Watt比 色法により行なった。すなわち0.8Mア ル
ギニン溶液OKρdア 酵素液1ccを 加え,25。C恒 温槽
にて10分 間反応せ しめ常法により発色後,エ ルマ式
分光光度計N4型 にて波長420rnμ で吸光度を 測定 し
生成尿素量を定量 し,ア ルギナーゼ活性を測定 した。
 実験結果





















第3図 尿 素 標 準 曲線
 考  察
 第2表 に見 られるごとく,さ ば血合肉は腐敗す るに
従い その アルギナーゼによる 尿素生成量は 少なくな
り,ア ルギナーゼ活性はかな り急速に低 くなる。計算
値に対する腐敗時の尿素生成率を図示すれば第4図 の
通 りとなる。
 さば血合肉の32。C保 存におけ る腐敗初期は前項同
様6時 間後であ り,6時 間後の尿素生成率は1.6%で
あ り,こ の生成率前後が腐敗初期 と考えられ る。 この
結果アルギナーゼ活性の測定により腐敗度を検定する
事は可能である。
第4図 尿 素 生 成 率
皿 脱水素酵素活性による検定
  実験材料お よび酵素液の調整
 市販のさば白身,あ じの血合肉,鯉 の肝臓を各々シ
ャーレに入れ,330Cの 恒温器中に放置 し,一 定時間後
39ず つとり,pH 7.4の リン酸塩緩衡液2ccを 加え,




          5)
脱水素酵素活性の測定法
 脱水素 酵素活 性の測 定法 には種 々の ものが あ るが,
本 実験 では,基 質か らの水素 に よ り還元 され て発色 し
た色 素を 抽出 し,比 色定 量す る方法 を用い た。す なわ ち
pH 7.4の1/10Mリ ・ン酸塩緩衡 液1CCy酵 素 液1cc,
水1ccを ツンベル ク管 の主室に採 り,1/10Mコ ノ・ク
酸 ソーダlcc よび1/1000M TTC(2,3,5-Tri-
phenyltetrazolium chloride)1ccを 側 室 に と り,25
。Cの 恒 温槽に て10分 間温度平 衡 させ てのち,側 室 液
を主室 に加え て全量 を5ccと して30分 間反応 せ しめ
た。 しか る後20°oト リクロル酢酸0.5ccを 加え て反
応 を止 め,酢 酸 エチル7.5ccに て抽出 し,抽 出 液を エ
ルマ式分光 光度計N4型 に て 波 長480mμ で吸光度 を
測定 し,生 成 され たT.P.F(Tri-phenyl-formazon)
を定 量 し,脱 水素酵 素活性を測定 した。
 実 験結 果
 T.P.Fの 標準曲線 は第5図 の通 りで あ る。 さば 白
身,あ じ血合 肉,鯉 肝臓 の腐敗 に よる脱 水素酵 素活性
の変化 は第6図 に示 す ごと くであ る。
第6図 脱水素酵素活性の腐敗時間に伴う変化
o-一 ・o鯉 肝 蔵
○一一一→ さば'白身
●一 ・一 ● さば 血 合
第5図 T.P.F標 準曲線
 考  察








 市販の新鮮なさばの白身,血 合肉4gに 水3ccを 加
え,鯉 の肝臓はそのまま磨砕 して4gを それぞれ300C
～330Cの 恒温器中に放置 し,一 定時間後 とりだ し,
PH 7.8■/1・Mリ ン酸塩緩衡液2ccを 加えよ く乳鉢
で磨砕 して脱脂綿で炉過 し,炉 液を酵素液とした。
              6)
  蛋白質分解酵素活性の測定法
 牛乳20ccを 蛋白質基質とし,酵 素液2ccを 加え,









 考  察





              3)
%に 達 し,腐 敗初期 と認め られ る。
 本実験において,6時 間後における各部の蛋白質分
解酵素活性は,牛 乳を基質として蛋白質分解酵素によ
って生成 された遊離 ア ミノ態窒素量の測定より検討す
ると,さ ば血合肉fi5mg°o,さ ば白身50mg%,鯉 肝
一27一
 410mg°oと な り,そ れぞれの試料中の蛋白質分解酵
素活性が上記 のア ミノ態窒素生成量の時期が腐敗初期
と考え られ る。すなわち蛋 白質分解酵素活性の測定に
より腐敗度を検定する事が可能 と思われる。
要 約
 魚類の腐敗度検定 に関 して,従 来か ら行なわれ てい
る方法以外の方法 として各種酵素の活性変化による検
定を試み,コ リンエステラーゼ,ア ルギナーゼ,脱 水
素酵素,蛋 白質分解酵素について検定 した結果,次 の
諸点を明 らかに した。
1)コ リンエステラーゼ
  さば血合肉は腐敗するに従い,そ のコリンエステ
 ラーゼ活性は低 くなり,32。C,6時 間後におけるア
 セチル コリンの分解率76.01%附 近の活性時期が,
 腐敗初期 と思われ る。
2)ア ルギナーゼ
  さば血合肉は腐敗するに従い,ア ルギナーゼ活性
 は低 くな り,320C,6時 間後の尿素生成率は1.6°o




 ないため,脱 水素酵素活性か ら腐敗を検定すること
 は困難である。
4)蛋 白質分解酵素
  さばの血合肉,さ ば白身,鯉 肝臓は腐敗するに従
 い蛋白質分解酵素によるア ミノ態窒素は増加 し,牛
 乳か らの生成 ア ミノ態窒素量が さば血合肉65mg%,
 さば白身50mg°o,鯉 肝臓410mg°oの 活性時期が
 腐敗初期 と考えられる。
5)魚 類のコリンエステラーゼ,ア ルギナーゼ,蛋 白
 質分解酵素の活性測定に より,魚 類の腐敗を検定す
 ることが可能である。
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